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RESUMEN

Los concentrados proteicos lacteos (CPL), debido a las propiedades funcionales de las proteinas
y a su valor general, se comercializan ampliamente y estdn muy presentes en la industria
alimentaria (nutriciéon infantil, elaboracion de quesos y yogures...). El objetivo de este trabajo
es estudiar el efecto de técnicas de secado, concretamente la atomizacion y la liofilizacidn,
sobre las caracteristicas de un CPL. Se realiz6 una atomizacion (temperatura del aire de
entrada 160°C)y dos liofilizaciones con tiempo de secado primario diferente ( 23 y 8 horas). Se
ha determinado el efecto de estos tratamientos sobre el CPL mediante el color, la actividad de
agua, el indice de dispersion, el indice de solubilidad, el tamafio de particula y la estabilidad
fisica). Los resultados principales indican que el color de las muestras tratadas es mas cercano al
color de la leche y que los indices de dispersion y solubilidad aumentan por encima del 80%.

Palabras clave: Concentrado proteico lacteo, caseina micelar, atomizacion, liofilizacion y
métodos de reconstitucion.



ABSTRACT

Milk protein concentrates (CPL),due to properties of their functional proteins and their general
value, are widely commercialized and available in the food industry (child nutrition, cheese and
yogurt production...). The aim of this work is to study the effect of drying technics, specifically
spray and freeze-drying,on CPL characteristics. The next trials were carried out: one spray
drying process (inlet temperature of 160°C) and two and two freeze-drying varying the duration
of primary drying process (23 and 8 hours long). The effect of these treatments on CPL
characteristics (colour, water activity, dispersionand solubility index, particle size and physical
stability) were determined. The main results show that the colour of treated samples is closer to
milk one and the dispersibility and solubility are increased above 80%.

Key words: milk protein concentrate, micellar casein, spray-drying, freeze-drying,
reconstitution methods.
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1. INTRODUCCION
1.1 LECHE

La leche es un fluido complejo que contiene varios cientos de especies moleculares. Los
principales constituyentes son agua, lipidos, azlicar (lactosa) y proteinas. Ademads, hay
numerosos constituyentes menores, principalmente en niveles traza, como minerales, vitaminas,
hormonas, enzimas y compuestos miscelaneos (Thompson et al., 2009).

El hombre ha usado leche en su dieta durante aproximadamente 8000 afios y se ha desarrollado
una importante industria en torno al procesamiento de leche de algunas especies para alimentos
humanos, especialmente leche de ganado bovino, bufalo, oveja y cabra. La leche de origen
vacuno presenta la composicion indicada en la siguiente tabla.

Tabla 1. Composicion de la leche de vaca (por cada 100 gramos).

Nutriente Vaca
Agua (g) 88,0
Lactosa (g) 4,7
Grasa (g) 3,4
Proteina (g). 3,2
Minerales (g). 0,72

La composicion varia considerablemente con la raza de la vaca, el estado de lactancia, alimento,
época del afio y muchos otros factores. Aun asi, algunas de las relaciones entre los componentes
son muy estables (Fox, 2008).

La lactosa es el componente mas abundante del extracto s6lido. Es un hidrato de carbono que se
encuentra solamente en la leche y es el responsable del sabor dulce de ésta. Ademas de la
lactosa, se ha encontrado una gran cantidad de otros sacaridos libres en la leche, cuyas
concentraciones, proporciones y tipos muestran grandes diferencias entre las especies como son
los oligosacaridos. La sintesis de lactosa atrae agua osmoéticamente hacia las vesiculas de Golgi
y, por lo tanto, afecta el volumen de leche y la concentracién de caseina que se empaqueta en
las vesiculas de Golgi. Existe una correlacion inversa entre las concentraciones de lactosa y
caseina en la leche (Jenness & Holt, 1987).

Los lipidos son el segundo componente mayoritario y es el mas variable. Se encuentran en
forma de globulos grasos y son principalmente acidos grasos saturados (aprox., 67%). Poseen
una proporcién apreciable de acidos grasos de cadena corta que le proporcionan el olor
caracteristico a la leche y derivados.

Las proteinas se encuentran en cantidades apreciables variando de 3,0 a 4,0% (p/v) y se pueden
distinguir las proteinas del suero y las caseinas.

Las vitaminas se encuentran en cantidades muy pequefias, pero desempefian un papel
fundamental en el crecimiento, mantenimiento y funcionamiento del cuerpo humano, ya que la
leche contiene todas las vitaminas en cantidades suficientes para permitir el mantenimiento
normal y el crecimiento del neonato. En concreto, la leche de vaca es una fuente muy
importante de vitaminas, especialmente biotina (B7), riboflavina (B2) y cobalamina (B12), en la
dieta humana.

Los minerales representan una pequeia parte de los constituyentes de la leche (1%), sin
embargo, tienen un indiscutible valor nutricional y tienen una enorme importancia en el
mantenimiento de la estabilidad de la leche.



Ademas la leche contiene diversos enzimas (proteinas activas), algunas con actividad
antimicrobiana, anticuerpos, células macrofagicas con una misién defensiva, hormonas propias
del animal (Jenness & Holt, 1987).

Los componentes de la leche se encuentran en particulas coloidales dispersas en tres rangos de
tamano (Figura 1):

» Proteinas de suero disueltas a nivel molecular.
» Caseinas dispersas como grandes agregados (50 - 500 nm) coloidales (micelas).
» Lipidos emulsionados como glébulos grandes (1 - 20 um).
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Figura 1. Estructura coloidal de la leche (Araneda, 2018).

1.2 LAS PROTEINAS DE LA LECHE

Las propiedades de la leche y la mayoria de los productos lacteos se ven més afectadas por las
proteinas que contienen que por cualquier otro componente. Las proteinas de la leche también
tienen muchas propiedades unicas; debido a esto y su importancia tecnologica, se han estudiado
extensamente y son probablemente el sistema de proteina de alimento mejor caracterizado.

La investigacion sobre las proteinas de la leche data de principios del siglo XIX. Tras afios de
investigacion, en 1938 Mulder describidé un método para la preparacion de proteinas a partir de
leche mediante precipitacion acida. La proteina precipitada con acido se denominé caseina, el
suero liquido restante que quedd después de la precipitacion isoeléctrica de caseina de leche es
una solucion diluida de proteinas conocida como proteinas séricas. Ademas de las caseinas y las
proteinas del suero (proteinas séricas), la leche contiene otras fuentes de nitrégeno como son las
peptonas protéicas (PP) y el nitrogeno no proteico o NPN (Fox, 2008).

1.2.1 Proteinas séricas

Las proteinas de suero son aproximadamente el 20% de las proteinas totales de la leche bovina.
Se caracterizan por ser compactas, globulares, con un peso molecular que varia entre 14 x 10’ y
10° Daltons, y por ser solubles en un amplio intervalo de pH (Kilara & Vaghela, 2018).

Las principales proteinas séricas son:

- PB- lactoglobulina: que representa el 50% de las proteinas del suero y el 12% de la
proteina total en la leche bovina. Es una proteina globular tipica formada por una sola
cadena de 162 aminoacidos, con un peso molecular de unos 18,4 x 10’ Da.
Existen varias variantes genéticas, siendo las mas comunes las llamadas A y B, que



difieren en dos aminoacidos. La variante A tiene una valina en la posicion 118 y un
aspartico en la posicion 64, mientras que la variante B tiene, respectivamente, alanina y
glicina (Fox, 2008).

- o -lactalbimina: es la segunda proteina en concentracion en el lactosuero de vaca (entre
1y 1,5 mg /ml), y la més abundante en el lactosuero humano. La a -lactalbtimina es una
proteina formada por una sola cadena polipeptidica, de 123 aminoacidos, con un peso
molecular de unos 14,2 x 10° Da (Mckenzie & White, 1991).

- Albumina: La albiimina de la leche es la misma que se encuentra en la sangre. En la
sangre tienen como funcion el transporte de acidos grasos libres de cadena larga, pero
en la leche no se le atribuye ninguna en concreto. Es una proteina relativamente grande,
con una cadena formada por 528 aminoacidos. En el lactosuero se encuentra en una
concentracion de alrededor de 0,4 mg/ml.

- Lactoferrina: proteina fijadora de hierro. Tiene un punto isoeléctrico proximo a 9.

- Lactoglobulinas donde destacamos la inmunoglobulina. La leche bovina madura
contiene 0,6-1g de inmunoglobulinas. Las proteinas de inmunoglobulina (Ig) forman
una familia diversa cuyos miembros protegen la mucosa intestinal contra
microorganismos patdégenos. Su papel es conferir inmunidad pasiva al recién nacido,
mientras que su propio sistema de inmunidad estd en desarrollo (Gapper et al., 2007;
Edwards et al., 2008).

1.2.2 Caseinas

Las caseinas son las principales proteinas de la leche. Son una familia de fosfoproteinas que se
encuentran en las leches de todos los mamiferos y en la leche de vaca, representan alrededor del
80% del total de proteinas, es decir, de 25 a 28 gramos por litro de leche (Horne, 2008). Se
sintetizan exclusivamente en la glandula mamaria, y en la leche se encuentran en su mayor parte
formando agregados multi-moleculares conocidos como “micelas”.

*  Heterogeneidad y estructura de las caseinas

A principios del siglo XX, se dio la hipotesis de que las caseinas de la leche podian ser
proteinas heterogéneas. Hoy en dia se diferencian cuatro caseinas, conocidas como o, 0, (las
del subfijo indica que son “sensibles” al calcio, es decir, que pueden precipitar al asociarse con
¢él) B y k. Las llamadas “caseinas y” son simplemente fragmentos de la caseina § producidos por
proteolisis por la plasmina.

La a-caseina se caracteriza por ser una proteina sensible al calcio, se decir, que puede precipitar
al asociarse con ¢él, denominada as mientras que la k-caseina es insensible al calcio (Waugh y
Von Hippel, 1956). De esta manera se diferenciaron dos variantes genéticas, la as;-caseina y la
asp-caseina debido a su capacidad de precipitar en asociaciéon con el calcio. La k-caseina
representa el 12% de la caseina total, ademas es la responsable de la formacion y estabilizacion
de las micelas de caseina.

Todas las caseinas tienen variantes genéticas, producidas por sustitucion de aminoacidos y en
algunos casos por deleccion (Fox, 2008).



Las caracteristicas de cada una de las proteinas de la caseina (Fox & McSweeney, 2013) se
indican a continuacion:

- asy, es la mayoritaria en la leche de vaca. La variante mas comun tiene 199 aminodacidos
en su secuencia, con 8 ¢ 9 grupos fosfato. Desde el punto de vista estructural, estd formada
por tres regiones hidrofobicas, con dos de ellas situadas en los extremos (aminoécidos 1-
41, 90-113 y 132-199), y una zona muy polar (entre los aminoacidos 42 y 80), en la que se
encuentran todos los grupos fosfato menos uno, lo que le da una carga neta negativa muy
importante al pH de la leche (alrededor de 6,6).

- 05sz, estd formada por 207 aminoacidos. Se conocen varias variantes genéticas y también
varias variantes en el grado de fosforilacion.

- B es la caseina mas hidrofébica, y presenta ademds una estructura particular, con una
clara division en dos zonas. La que corresponde al extremo C-terminal es particularmente
hidrofébica, mientras que los aminoacidos mas hidrofilicos, y todos los grupos fosfato
unidos a serinas, se concentran en ¢l extremo N-terminal.

- k tiene una estructura claramente distinta de la de las otras caseinas. En primer lugar, es
algo mas pequefa, estando formada por 169 aminodcidos. Ademas estd muy poco
fosforilada, teniendo solamente un grupo de fosfato. Esto hace que interaccione con el i6n
calcio mucho menos que las otras caseinas, por eso es insensible a ¢él. Sin embargo,
comparte con la caseina B la propiedad de tener zonas predominantemente hidrofilicas e
hidrofébicas bien marcadas y separadas.

Las asl, as2, B y k- caseinas representan aproximadamente el 38, 10, 35 y 12% respectivamente
de la caseina bovina. Sin embargo, la electroforesis en geles de almidon (SGE) y la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) indican una heterogeneidad mucho mayor
debido a pequefias diferencias en una o mas de las caseinas, a las que se hace referencia como
microheterogenia, que se debe a cinco factores:

¢ Variabilidad en el grado de fosforilacidon: todas las caseinas estdn fosforiladas, pero en

un grado variable.

4 Polimorfismos genético.

¢ Enlace disulfuro: las as; y P-caseinas carecen de cisteina y cistina, pero la as, y k-

caseinas contiene restos de cistina que se producen como enlaces disulfuro
intermoleculares.

¢ Variaciones en el grado de glicosilacion: la k-caseina es la tinica caseina glicosilada;

contiene galactosa, N-acetilgalactosamina y acido N-acetilneuraminico.

¢ Hidroélisis de las caseinas por plasmina: la leche contiene varias proteinasas indigenas,

siendo la principal la plasmina, una proteinasa tipo serina. Los sustratos de caseina
preferidos son B- y as,-caseinas. La as;-caseina también se hidroliza, pero la k-caseina
es muy resistente, al igual que las proteinas de suero de leche (Fox, 2008).

o Micelas de caseina

Las caseinas interaccionan entre si formando una dispersion coloidal que consiste en agregados
llamados micelas con un didmetro que suele variar entre 60 y 450 nm poseyendo un promedio
de 130 nm y una masa que varia de 10°a 3 x 10° Da.



La mayoria de los modelos propuestos para la micela de caseina se clasifican en tres categorias:

Modelo de nucleo y corteza (coat-core)

La mayoria de los modelos propuestos dentro de la categoria de nticleo y corteza se
basan en estudios fisicoquimicos y consideran que la micela de caseina es una particula
esférica y lidfila constituida por un centro interno e hidrofébico de proteinas (nucleo)
rodeadas por una cobertura anfifilica (corteza), cuyas proteinas son diferentes a las que
constituyen el centro.

Modelo de subunidades

Estos modelos consideran que la micela de caseina esta dividida en subunidades
individuales denominadas submicelas que pueden tener una composicion idéntica o
variable entre si (Figura 2).

@ (O (b (.
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Submicela [0 regién polar
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= fosfato cdicico

Micela
Figura 2. Modelo de micela segiin el modelo de submicelas (Ferrandini,
Castillo, Lopez, & Laencina, 2006).

Modelos de estructura interna

Este modelo considera la micela de caseina como una red proteica, tridimensional,
porosa y mineralizada. Estas observaciones se sustentan en las propiedades e
interacciones que muestran cada uno de los distintos tipos de caseina de forma
separada y que conducen a la formacion de la estructura interna de la micela.

Los modelos de estructura interna no tuvieron gran aceptacion a partir de los afios
setenta. Sin embargo, como resultado de recientes controversias generadas en relacion
con los modelos de subunidades, Holt (1992) y Horne (1998) han reconsiderado los
modelos de estructura interna y proponen modelos originales alternativos incluidos en
esta categoria.

- Modelo de Holt (1992)
Este modelo rechaza el concepto de submicela y describe la micela como un
entramado flexible de caseina aproximadamente esférico y fuertemente
hidratado y mineralizado.

- Modelo de doble unién de Horne (1998)
El modelo de doble unién propuesto por Horne podria considerarse como una
extension del modelo de estructura interna de Holt. EI modelo de doble union,
a diferencia del de Holt, sugiere que las interacciones proteina-proteina son
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esenciales y considera que la naturaleza anfifilica de las caseinas es la
responsable de la polimerizacién y estructuracion micelar. El fosfato de calcio
coloidal (CCP) se puede extraer facilmente de las micelas de caseina mediante
acidificaciéon de la leche a temperaturas por debajo de 20°C sin que se
ocasione alteracion aparente de la estructura micelar. Ademads, la adicion de
urea induce la disociacion de la micela de caseina sin que se produzca la
disolucién del CCP (Ferrandini et al., 2006).

La materia seca de las micelas es el 94% de proteina y 6% de especies de bajo peso molecular
que consiste principalmente en fosfato de calcio con algo de magnesio y citrato y trazas de otras
especies, denominadas colectivamente fosfato célcico coloidal (CCP). Se considera que hay
1014-1016 micelas/ml de leche.

Miscela
60-450nm

Suero en equilibrio
con las miscelas

Carga negativa proveniente
de los acidos aspartico y
glutamico

10-20nm
submiscela

Figura 3. Micela de caseina segiun el modelo de Horne (1998).

Las submicelas se constituyen a partir de la interaccién constante entre las caseinas a, B y K.
Hay que resaltar la funcién estabilizadora de la caseina K contra la precipitaciéon de calcio de
otras fracciones proteinicas (Fox, 2008).

Debido a su alto contenido en grupos fosfato, que se producen en las caseinas as;, as,y f tienen

una fuerte tendencia a unirse a iones metélicos, que en el caso de la leche son principalmente el
. 2+ . , . y e

calcio (Ca™). Sin embargo, la k-caseina, que contiene solo un grupo organico de fosfato, se une

débilmente y es soluble en todas las concentraciones de calcio que se encuentran en los

productos lacteos. Se sugiere que el fosfato de calcio se une a los grupos NH2-de la lisina; el

calcio interacciona con el grupo carboxilo ionizado (COO-) segun lo ilustrado en la Figura 4.

Figura 4. Puente de calcio entre dos fosfoferrinas (Calvo, s. f.).

Las micelas son portadores también de magnesio y zinc, y por lo tanto son muy importantes
desde el punto de vista nutricional (Fox & McSweeney, 2013).



Estabilidad de las micelas de caseina

Las micelas son estables a:

Altas temperaturas, coagulando solo a 140°C durante 15-20 minutos al pH normal de la
leche. Dicha coagulacién no se debe a la desnaturalizacion de la proteina, sino a los
principales cambios que se producen en el sistema de la leche como resultado del alto
tratamiento térmico.

Compactacion: el sedimento recuperado por ultracentrifugacion se puede volver a
dispersar facilmente y las propiedades de la dispersion son esencialmente similares a las
de las micelas de origen.

Homogeneizacion a presion normal o alta.

Altas concentraciones de Ca™, hasta por lo menos 200mM, a temperaturas de hasta
50°C (Yada, 2004).

Sin embargo, varios procesos pueden desestabilizar, dispersar o afectar las propiedades de las

micelas de caseina y, por lo tanto, de la leche. A continuacion se citan los efectos con mayor

impacto en las caseinas:

Acidificacion: la reduccion del pH de la leche tiene varias implicaciones significativas
para las propiedades fisicoquimicas de las micelas de caseina y, por lo tanto, las
propiedades de la leche. Los cambios en las micelas de la caseina con la reduccién del
pH estan mediados en parte por los cambios en el contenido de fosfato de calcio
coloidal (CCP) de las micelas. El CCP puede disolverse y eliminarse de las micelas
mediante acidificaciéon en frio (4°C) a pH 4,6, seguido de didlisis frente a un gran
exceso de leche a granel. Es una técnica conveniente y ampliamente utilizada para
variar el contenido de CCP de la leche (Huppertz et al., 2018).

Hidroélisis de k-caseina por enzimas proteoliticas: algunas proteinasas, especialmente

quimosina, catalizan una hidrélisis muy especifica de k-caseina. Como resultado, la
’ . 2 . .

caseina se coagula en presencia de Ca'” u otros iones divalente (Yada, 2004).

Las caseinas se precipitan con etanol al 40% a pH 6,7 y a concentraciones mas bajas si
el pH se reduce.

Las micelas también se disocian con urea (5 M) o elevando el pH por valores superiores
a9 (Fox & McSweeney, 2013).

En la Tabla 2 se indica un resumen de las principales diferencias de las proteinas de la
leche.

Tabla 2. Comparacion de las propiedades claves de las caseinas y las proteinas del suero
lacteo (Fox, 2008).

Caracteristicas Caseinas Proteinas del suero lacteo

Solubilidad a pH 4,6 Insolubles Solubles

Coagulabilidad después de | Coagulables No coagulables

proteolisis limitada

Estabilidad al calor Muy estables (hasta 140°C) [ Desnaturalizacion a 90°C

Azufre Bajo contenido (0,8%) Alto contenido (1,7%)

Sitio de biosintesis Glandulas mamarias Glandulas mamarias y

sangre

Estado fisico en la leche Grandes agregados Monomeros (pequeias

(micelas) estructuras cuaternarias)




1.2.3 Obtencion de caseina y proteinas del suero de la leche

Los métodos de obtencion de caseinas y de proteinas séricas estdn basadas en sus caracteristicas
y en los factores que influyen en su desestabilizacion citados en el punto anterior. Los métodos
mas ampliamente utilizados son los siguientes (Fox, 2003):

¢ Precipitacidn isoeléctrica a pH 4,6 a 20°C: las caseinas son insolubles a este pH y las

proteinas del suero lacteo son solubles, por lo que se produce una separacion. El
precipitado se recupera por filtracion o centrifugacion a baja velocidad.

4 M¢étodos de eliminacidon de sales: la caseina puede precipitarse mediante varias sales.

Generalmente por sulfato de amonio a 260 g/l o cloruro de sodio saturado. Las
inmunoglobulinas precipitan con las caseinas.

Filtracién en gel: es posible separar las caseinas por cromatografia de permeacion.

Precipitacion por etanol: las caseinas precipitan de la leche con 40% de etanol.

Coagulacién de cuajo: las micelas se desestabilizan por proteodlisis.

*® & o o

Caseinatos: la caseina isoeléctrica y algunas de las otras formas de caseina preparadas
como se describié anteriormente, son insolubles en agua pero pueden convertirse en
caseinatos solubles en agua por dispersion en agua ajustando el pH a 6,7 generalmente
con hidroxido de sodio para producir caseinato de sodio (Fox & McSweeney, 2013).

¢ Ultracentrifugacion: en la leche, la caseina existe en forma de grandes micelas que
pueden sedimentarse por centrifugacion a 1000000 X g por hora; mientras que las

proteinas del suero no son sedimentables. Desde los afios 90, la industria de las
proteinas séricas se ha desarrollado gracias a la utilizacion de tecnologias de separacion
tales como la ultrafiltracion (UF), diafiltracion (DF) y la microfiltracion (MF) a partir
de leche desnatada (Novak et al., 1992; Zydney 1998; Maubois 2002).

1.3 CONCENTRADOS PROTEICOS

La Federacion Internacional de Productos Léacteos autoriza la utilizacion los concentrados de
proteina lactea (CPL) y los aislados de proteinas de leche (MPI), ademas del aislado de
proteinas séricas (WPI). Los CPL son obtenidos a partir de leche desnatada pasteurizada y
generalmente ultrafiltrada que permite eliminar la lactosa y los minerales solubles, seguido de
una atomizacion (Novak, 1996). Estos productos pueden contener entre 42 y 85% de proteina.
En el caso de 85%, se utiliza una técnica complementaria de diafiltracion (Getler et al., 1997;
Singh, 2007) y a partir de 90% de proteina se considera MPI.

Los CPL se utilizan como ingredientes en muchas aplicaciones: nutricion infantil y geriatrica,
suplementos de dieta y de nutricion deportiva, incluida en la fabricacion de queso y yogur
(Agarwal, Beausire, Patel, & Patel, 2015). Actualmente, los CPL se usan en la elaboracion de
productos que incluyen los quesos procesados, el queso crema, el helado, el yogurt y otros
lacteos fermentados, y sustitutos bebibles de alimentos. El tipo de CPL que se utiliza depende
del uso y de la formula en cuestion. Generalmente, los CPL con bajo nivel de proteina se usan
como ingredientes para quesos, mientras que los CPL con niveles de proteina mas altos se usan
en bebidas. Se utilizan en productos que tienen como ingrediente leche deshidratada sin grasa o
leche en polvo descremada pero que necesitan niveles mdas altos de proteina, en los que
tradicionalmente se usa caseina (Hernandez-Rojas, 2014).



El principal problema de CPL y MCI es la insolubilidad que ocurre principalmente en los
productos altamente concentrados (Shuck et al., 1999) y que aumenta con el tiempo y la
temperatura de almacenamiento (Anema et al., 2006; Havea, 2006; Gazi & Huppertz, 2015).
Esta insolubilidad viene principalmente de la caseina micelar, mientras las proteinas séricas y
otros constituyentes no pierden su solubilidad (Anema et al., 2006; Gazi & Huppertz, 2015). En
los ultimos afios el uso de aditivos como el citrato ha sido utilizado para mejorar la solubilidad
después de la atomizacion (Lu et al., 2015). La utilizacion de estos productos en la fabricacion
de queso supone menos problemas ya que la reconstitucion a 50°C de los concentrados es mejor
(Havea, 2006).

1.4 ATOMIZACION Y LIOFILIZACION

La deshidratacion de alimentos sigue siendo una de las operaciones unitarias més relevantes y
desafiantes en el procesamiento de alimentos (Vega-Mercado et al., 2001).

La leche en polvo tiene un contenido en agua que oscila entre 2,5% y 5%, lo que limita el
crecimiento bacteriano y reduce el coste de su transporte y almacenamiento. Ademads, en los
ultimos 25 afios, la industria lactea ha desarrollado nuevos procesos tecnologicos para extraer y
purificar proteinas. La mayoria de las proteinas, utilizadas como ingredientes nutricionales o
funcionales, se comercializan en forma deshidratada (Schuck, 2008).

> Atomizacion.

El proceso de secado por atomizaciéon se considera un método convencional para convertir
liquidos en polvo pero a un nivel aceptable de degradacion y oxidacion de compuestos volatiles
(Keshani et al., 2015). En este secado, la leche pasteurizada y ultrafiltrada, se transforma en una
pulverizacion de pequenas gotas exponiéndolas a un flujo de aire caliente. El area de superficie
de las gotas provoca que la evaporacion del agua tenga lugar muy rapidamente, convirtiendo las
gotas en particulas de polvo seco (Schuck, 2008).

El secado por pulverizacion es utilizado en muchas aplicaciones industriales de los sectores
ceramico, quimico, alimentario, farmacéutico (Mondragoén et al., 2013).

En la Figura 5, se indica el proceso de secado por atomizacion. Inicialmente la gota experimenta
un aumento de calor sensible hasta la temperatura himeda correspondiente a la temperatura del
aire de secado (tramo 0-1). En ese instante se inicial el primer periodo de secado o periodo de
velocidad de secado constante (tramo 1-2). En esta etapa, el liquido se desplaza desde el interior
de la gota lo suficientemente rapido como para mantener la superficie saturada de humedad.
Como consecuencia, la evaporacion de liquido se produce en la superficie. Durante este
periodo, la velocidad de secado permanece constante y su valor es el madximo alcanzado en todo
el proceso. Si las condiciones ambientales de secado no varian, la temperatura de la gota
permanece igual a la temperatura humeda del aire en todo el intervalo de tiempo.
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Figura 5. (a) Variacion de la humedad con el tiempo. (b) Evolucion de la temperatura de la gota
durante el secado (Mondragoén et al., 2013).

En un determinado momento, se alcanza la humedad critica (Figura 5a, punto 3) en la que la
migracion de liquido ya no es capaz de mantener la superficie saturada. La concentracion de
liquido en la superficie de la gota se reduce a un valor minimo y se inicia el segundo periodo de
secado o periodo de velocidad de secado decreciente (tramo 3-5). En €1, las particulas primarias
forman una costra de aglomerados sumergida en el liquido. En el secado posterior, la costra
aflora a la superficie de la gota y se transforma en un costra seca, determinando el diametro
final del granulo que deja de contraer.

La gota estd formada por dos zonas: la costra sélida de estructura porosa, y el nucleo humedo
formado por liquido y soélido. La costra formada genera una resistencia adicional a la
evaporacion del liquido. A medida que transcurre el proceso y el espesor de la costra aumenta,
disminuye la velocidad de secado (Mondragén et al., 2013).

Basicamente, un sistema de secado por atomizacion consta de cinco componentes basicos
(Schuck, 2008):

1. Cémara de secado, donde se mezcla el aire caliente y el alimento finamente disperso.
Puede ser horizontal aunque en la industria lactea el disefio es generalmente vertical con
una base conica o plana.

2. Dispersor de aire con un sistema de suministro de aire caliente. El aire se puede calentar
de dos maneras, o bien de manera directa a través de un gas o bien de manera indirecta
por medio de vapor, gas, petrdleo o electricidad. La cadmara de flujo de aire puede estar
en modo corriente paralela, o contracorriente o mixta. Aqui tienen un papel importante
dos de los cuatro pardmetros a tener en cuenta en la atomizacion, que son la temperatura
del aire de entrada y el flujo de aire.

3. Sistema de pulverizacion o atomizador (discos centrifugos, boquillas de presion o
boquillas de dos fluidos), que genera pequefias gotas con una gran superficie para la
evaporacion del agua, y que sirve ademas para controlar la velocidad de flujo de entrada
del producto en el secador. En este apartado el pardmetro a tener en cuenta es el caudal
de materia prima.

4. Sistemas para separar las particulas secas del aire (generalmente ciclones y filtros)
donde tendremos en cuenta la temperatura de salida del producto, y

5. Uno 6 varios aparatos impulsores de aire para hacerlo circular a través del sistema.
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La atomizacion ha sido utilizada habitualmente para obtener concentrados proteicos de leche. El
valor recomendado de humedad relativa para procesar leche entera en polvo es de
aproximadamente 1,4 (Hahne y Passos, 2002). Para alcanzar esta condicion, es necesario operar
a una velocidad de pulverizacion con una temperatura de entrada entre 160 °C y 175 °C, con un
maximo de 180 °C ya que a esta temperatura los dafios térmicos en la leche son mas
importantes (Birchal et al., 2005).

Las temperaturas de entrada de producto utilizadas en el caso de caseinas micelares nativas
obtenidas por microfiltracién de membrana varian de 150-200°C (Schuck, 2008). Las caseinas
micelares atomizadas con una temperatura de entrada entre 150 y 170°C presentan un indice de
solubilidad (método normalizado de la Federacion Internacional de la Leche) entre el 72 y el
92% con un indice de dispersion del producto variable entre 7 y 38%.

El almacenamiento entre 20 y 30 °C del concentrado de leche después de atomizacidn parece ser
estable durante 200 dias sin producirse degradacion del producto (Aalaei et al., 2016).

> Liofilizacion.

La liofilizacién es el secado por sublimacion con una fase previa de, congelacion a baja
temperatura. El producto obtenido por liofilizacidon es un polvo o una sustancia dura y porosa,
muy higroscopica, que necesita ser conservada en envases herméticamente sellados. Cuando se
le restituye la cantidad de agua evaporada, el producto reproduce muy cercanamente su aspecto
y sus propiedades originales (Orrego Alzate, 2008).

En el proceso de liofilizacion podemos encontrar dos etapas:

1. Congelacion del producto: esta fase es importante ya que la congelacion debe garantizar
que sufrird pocas alteraciones en el proceso de sublimacion (Orrego Alzate, 2008).

2. Secado por sublimacion directa del hielo bajo presion reducida (a vacio). El proceso de
sublimacion es mucho mas eficiente a presiones minimas debido a que el agua se extrae
por un impulso originado por el gradiente de presion total (Alvarado, 2014).

Durante la sublimacion podemos distinguir tres fases que se muestra en la Figura 6:

- Fase 1: Llamada etapa conductiva. Inicialmente, por el calentamiento de la muestra, la
velocidad de sublimacion crece rapidamente hasta llegar a un maximo. El tiempo para
agotar esta fase es relativamente corto, entre un 10 y 15% del tiempo total del proceso.

- Fase 2: primera etapa difusiva. Muestra un descenso importante de la velocidad de
sublimacion debido a la formacion de una capa porosa de material seco que opone
resistencia al flujo de calor y al vapor a medida que procede el secado.

Estas dos primeras fases se denominan secado primario, en ellas se elimina la mayor
parte del agua del producto, entre un 75-90%.

- Fase 3: Segunda etapa difusiva, llamada también secado secundario. La velocidad de
sublimacién contintia decreciendo de forma que se aproxima a cero. Esto es debido a
que el calor necesario para retirar el agua ligada es mas alto que el calor de sublimacion.
Puesto que la difusividad de los aromas disminuye sensiblemente cuando la humedad es
pequetia, es posible en esta etapa incrementar la temperatura de la calefaccion y del
producto hasta valores del orden de 50°C, dependiendo del material que se trate.
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Figura 6. Etapas del proceso de liofilizacion (Orrego Alzate, 2008).

Como en todo proceso de secado, coexisten los fendomenos transferencia de masa y calor, la
curva de trasferencia de calor en funcién del tiempo se obtiene multiplicando la cantidad de
agua sublimada por su correspondiente calor de sublimacion (Orrego Alzate, 2008).

En cuanto al almacenamiento, los productos liofilizados y adecuadamente empacados, pueden
ser guardados por largos periodos de tiempo ya que en buena medida retienen las propiedades
fisicas, quimicas, bioldgicas y organolépticas de sus estados frescos. La liofilizacion, reduce las
pérdidas de calidad debidas a deterioro por reacciones quimicas, causado por degradacion
enzimatica y no enzimatica (Orrego Alzate, 2003).

La principal ventaja de esta técnica es la calidad superior del producto final. Sin embargo, visto
el costo del proceso, la liofilizacién queda generalmente reservada para productos con un alto
valor afiadido, semejantes a los productos farmacéuticos o alimentos para bebes y ciertas
especies. Una de las causas de este elevado costo es la larga duracion del proceso. En efecto, la
baja presién del proceso y la débil conductividad de los productos liofilizados, debido a la
textura porosa, afectan de manera significativa y negativa a la transferencia de calor y de masa y
por consecuencia a la duracion de la operacion de deshidratacion (Ramirez-Navas, 2007).

La liofilizacion de concentrados proteicos lacteos es un estudio poco habitual debido al elevado
coste que este proceso supone, pero es importante recordar que el método de secado por
liofilizacion permite dar mayor estabilidad a los principios activos y conseguir una rehidratacion
mas répida (Schuck et al., 1994). Las caseinas han sido utilizadas en variadas aplicaciones en
sistemas alimentarios y farmacéuticos en forma de films, hidrogeles, emulsiones y micro y
nano-particulas (Ranadheera et al., 2016)debido a su elevada actividad superficial (Mitchell et
al., 1970) y debido a su caracter anfifilico, por lo tanto presenta buenas propiedades
emulsionantes y estabilizadora de espumas (Dickinson & Parkinson, 2004).

En la industria farmacéutica se puede emplear esta tecnologia para diferentes propositos como
controlar la liberaciéon de una dosis adecuada del principio activo, enmascarar el sabor de
medicamentos masticables, reducir la irritabilidad gastrica del medicamento (Reyna et al.,
2015). Es por esto por lo que se podria considerar la técnica de liofilizacién como un método de
obtencion del concentrado proteico lacteo en polvo como principio activo para fines de
microencapsulacion, entre otros. También se ha observado que los concentrados proteicos
liofilizados presentan el menor impacto en la estructura de las proteinas (Aalaei et al., 2016).
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1.5 REHIDRATACION DE LOS POLVOS LACTEOS

Las propiedades de un producto en polvo van afectar al grado de instantaneidad, es decir, a su
capacidad de reconstituirse casi de inmediato en un medio liquido. Para que un polvo exhiba
buenas caracteristicas de reconstitucion, es necesario un equilibrio apropiado entre las mismas

(Sapper et al., 2015).
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Figura 7. Representacion esquematica del perfil de rehidratacion para un polvo lacteo aglomerado
con alto contenido proteinico, que muestra 1 humectacion (wetting), 2 hinchazén (swelling), 3
hundimiento (sinking), 4 dispersion (dispersion) y 5 disolucion (dissolution) (Crowley et al., 2016).

Podemos distinguir 5 etapas en el proceso de rehidratacion de un polvo lacteo (Figura 7):

1. La etapa de humectacién de la rehidratacion del polvo se refiere a la absorcion inicial
de agua por las particulas de polvo introducidas, la posterior inmersion de las particulas
de polvo mojado y su desaparicion definitiva de la superficie libre del liquido.

2. El paso siguiente se conoce como hundimiento. Después de que un polvo se ha
humedecido suficientemente, parte del aire ocluido se libera de las particulas primarias
y se reemplaza por solvente liquido, creando particulas méas densas que descienden a
través de la solucion. Para que ocurra hundimiento, la particula mojada debe ser mas
densa que el liquido en el que esta suspendido.

3. El hinchamiento se observa como un pico de viscosidad después de la humectacion
inicial de las particulas.

4. La dispersion implica la fragmentacion de particulas de polvo humedecidas y esta
estrechamente asociada con las propiedades instantaneas de un polvo. La dispersion del
polvo en aglomerados, la fragmentacion de los aglomerados en particulas primarias y la
erosion de las particulas primarias pueden ocurrir durante esta etapa.

5. La solubilidad é disolucion es la etapa final de la rehidratacion de polvos lacteos y
coincide con la desaparicion de completa de las estructuras granulares y la liberacion de
moléculas constituyentes, es decir, proteinas, hidratos de carbono, minerales... (Crowley
etal., 2016)
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Las propiedades fisicas del producto asociadas a estas fases, conforman el concepto de
propiedades instantaneas. Asi, la solubilidad es la velocidad y grado en que los componentes de
las particulas de polvo se disuelven en el agua, en tanto que la dispersabilidad es la facilidad con
la que los polvos se distribuyen como particulas individuales en la fase liquida (Shittu & Lawal,
2007).

Las propiedades de los polvos de rehidratacion pueden verse afectadas por la seleccion de
materias primas, pre-tratamientos, métodos de procesado y condiciones de almacenamiento.
Ademas de otras propiedades intrinsecas como superficie, composicion, estructura y tamafio de
particula y las condiciones de rehidratacion.
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2. OBJETIVOS

El objetivo del trabajo es ver el efecto de la atomizacion y la liofilizaciéon sobre un concentrado
proteico de caseina micelar.

Para ello se han realizado los siguientes objetivos especificos:

» Determinar el efecto de la atomizacion y de la liofilizacion sobre las caracteristicas
fisico-quimicas del producto, principalmente color y actividad de agua.

» Determinar el efecto de la atomizacion y de la liofilizacion sobre la dispersabilidad y la
solubilidad del producto.

» Determinar la estabilidad fisica del producto reconstituido tras la atomizacion y la
liofilizacion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 RECONSTITUCION DE LA CASEINA MICELAR

En este trabajo se ha utilizado un concentrado proteico lacteo (Milk Protein Isolate) con un
porcentaje en proteina superior al 87%, llamado Prodiet 87B (Ingredia, Francia) cuya ficha esté
adjunta en el Anexo I Este producto es rico en caseina micelar ya que mas del 90% del
contenido pertenece a esta fraccidon proteica. Este producto en polvo, serd la muestra control.

Tabla 3. Principales caracteristicas de Prodiet 87B.

Caracteristicas fisicas

Forma Polvo libre
Color Cremado-blanco
Sabor y olor Lechoso
Caracteristicas quimicas

Proteinas 83.,0%
Cenizas 8,5%
Humedad 5,0%
Carbohidratos (Lactosa) 2,0%
Grasas 1,5%
Caracteristicas microbiologicas 5000 UFC/g

Para la realizacién de la atomizacion y la liofilizacién se necesita materia prima en estado
liquido, por lo que el concentrado fue reconstituido al 8% (p/p) en agua desionizada. Para ello,
el producto se agitd sobre una placa MultiStirrer 15 (VELP® Scientifica, Italia) a temperatura
ambiente, en posicioén 4 (553,3 vueltas/min), durante una hora. Tras ese tiempo, se ultrasonico
con el sonotrodo Tip H7 (didmetro 7 mm) acoplado al aparato Hielscher UP400S (Hielscher —
Ultrasound Technology, Alemania) con una potencia de 400W, un ciclo completo y una
amplitud 20% durante 30 minutos. La estabilidad fisica del producto fue evaluado con el
analisis de transmitancia/absorbancia con el aparato Turbiscan LAB™. El producto era estable
durante las 24 horas posteriores a su preparacion.

Figura 8. Muestra en el ultrasonidos.

16



3.2 ANALISIS FiSICO-QUIMICO
3.2.1 pH

El pH se midi6 con el pH-metro Basic 20 (Crison, Espafia) y con el electrodo 52-01 (Crison,
Espaia) previamente calibrado con las soluciones tampén pH 7,00 y pH 4,01. Las medidas
fueron realizadas a 20 + 2°C y por triplicado.

3.2.2 Color

El color se realizd con el espectrofotometro de mano CM-2600d/2500d (Konica Minolta,
Japon) con iluminante D65, angulo de observacién 10 ° y en el modo SCI (componente
especular incluido), basado en el sistema CIELAB.

Las caracteristicas cromaticas vienen definidas por las coordenadas colorimétricas o de
cromaticidad que son la luminosidad (L*), componente de color rojo/verde (a*), componente de
color amarillo/azul (b*).

El método CIE L*a*b* (CIELAB) localiza los colores en el espacio por tres coordenadas de
color: L*(luminosidad, eje y: claridad del color, representa la diferencia entre la luz (L*=100) y
la oscuridad (L*=0)), a* (eje z: diferencia entre el verde (-a*) y el rojo (+a*) (a*>0 rojo, a*<0
verde)), b* (eje x: representa la diferencia entre el azul (-b*) y el amarillo (+b*) (b*>0 amarillo
b*<0 azul), como se observa en la Figura 9 (Pascualetti et al., s. f.).

White
L

Black

Figura 9. Sistema CIELAB.

La medida se realiza con un vaso de cuarzo que viene con el equipo tapado con una superficie
blanca, en este caso un vaso de plastico blanco. El aparato es previamente calibrado segtin lo
indica el fabricante con el cero (en condiciones de oscuridad o ausencia de fuentes de luz a un
metro de distancia) y con el blanco (CM-A145.). Las medidas se realizan por triplicado a 20 +
2°C.

3.2.3 Estabilidad fisica

La estabilidad fisica se determiné con Turbiscan LAB™ FORMULACTION SMART
(Formulaction, Francia), equipo empleado para el andlisis de caracterizacion de dispersiones
concentradas. El equipo emite una fuente luminosa gracias a un diodo electroluminiscente en el
infrarrojo cercano (A aire=880 nm), dos captores Opticos sincronizados reciben la luz que
atraviesa la muestra (180° a partir del rayo incidente, detector de transmisién) y la luz
retrodifusa por la muestra (45° a partir del rayo incidente, detector de retrodifusion).
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El aparato realiza medidas en toda la largura del recipiente cada cierto tiempo. Con este tipo de
analisis, se puede observar fenomenos de sedimentacion, cremado, floculacion, agregacion y/o
coalescencia.

Formulaction 7=

e TURBISCAN A8

Figura 10. Turbiscan Lab Formulation Smart Scientific.

La cantidad de muestra analizada fue de 20 ml y se realizaron escaneos cada 5 min con una
duracion de 2 horas 25 segundos. Los resultados de retrodifusion fueron analizados con el
programa Turbisoft 2.0. Este programa permite calcular el indice de Estabilidad Turbiscan
(TSI) segun la ecuacién siguiente:

4 Yplscan;(h) = scan;_¢ (h)|
¥ H

tsi
Donde:

— H: altura total de la muestra.
- h: posicion de la medida.

El TSI fue calculado en la parte alta (de 0 a 13 mm), media (de 13 a 26 mm) y baja (de 26 a 40
mm) de la muestra. Este pardmetro sirve para comparar y caracterizar de forma rapida la
estabilidad fisica de varias formulaciones, conforme mayor es el valor de TSI menos estable es
la muestra.

3.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

El andlisis microbiologico se realizo sobre 3 tipos de bacterias: aerobios mesdfilos, psicrotrofos
y bacterias acido-lacticas.

Los medios empleados para la siembra fueron:

- Plate Count Agar (PCA, VWR Chemicals PROLABO®) en el caso de mesofilos y
psicrétrofos y se trata de un medio genérico.

- (MRS) Medio especifico para el aislamiento y enumeracion de lactobacilos segiin Man,
Rogosa y Sharpe (ISO 9232:1999, ISO 15214:1998).

Los medios de cultivo fueron preparados segun las indicaciones del fabricante y se esterilizaron
a 121 °C durante 15 minutos en el autoclave Presoclave II (J.P Selecta, Espafia). Cuando los
medios alcanzaron los 45-50°C, fueron dispensados en placas Petri de didametro de 100 mm
(VWR International Eurolab, Espafia) dentro de una cabina de flujo laminar INDELAB
(LABOLAN, Espafia). Las placas se prepararon al menos 24 horas antes de la siembra.
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La siembra se realizé con cuatro diluciones de muestra en agua de peptona (Buffered peptone
water, VWR Chemicals) y por triplicado en una cabina de flujo laminar utilizando un mechero
de etanol para asegurar que las condiciones fueran asépticas.

Se emplearon dos técnicas diferentes de siembra, el método de siembra automatica en espiral y
el método de siembra en superficie. Para la siembra automatica en espiral se empled el
sembrador automatico Eddy Jet 2 (IUL, Espafia) empleando un volumen de indculo de 100 pl
por placa (Figura 11).

Figura 11. Sembrador automatico Eddy Jet 2 (IUL, Espaiia).

En el método de siembra en superficie se utilizé un volumen de inoculo de 100 pl, el método
consiste en extender el volumen inoculado mediante unas perlitas de vidrio estériles segin la
norma UNE-EN-ISO- 7218:2008/A1.

Tras la siembra, las condiciones de incubacion fueron las siguientes:

Tabla 4. Temperatura, tiempo y ubicacion de la incubacion de cada microorganismo.

Microorganismo Temperatura (°C) Tiempo (horas o
dias)
Mesofilos 30 48/72h
Psicrotrofos 5 7 dias
Lacticas 30 5 dias

El recuento microbioldgico en unidades formadoras de colonias (UFC/mL) se realizd de manera
diferente segun el método utilizado. En el caso de la siembra automatica en espiral, la placa se
divide en 8 sectores (Figura 12) y se realiza el recuento en un sector (verde) y en el opuesto
(rojo). Las UFC/mL se calculan con la siguiente formula:

c=N+ N"/V (sector)/4 = UFC/mL
Siendo:

C=UFC/mL

N’= UFC contadas en el primer octavo™®

N"'= UFC contadas en el octavo opuesto.

V (sector)= Volumen en funcién del tamafio de placa.
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Figura 12. Sectores para el recuento microbiolégico con sembradora automatica.

En cuanto al recuento microbioldgico tras la siembra en superficie o perlitas se hace recuento de
toda la placa. Se diferencia 4 situaciones segun la norma UNE-EN-ISO- 7218:2008/A1:

En el caso que el recuento sea entre 10 y 300 colonias, les UFC se calcula como la
media ponderada de dos diluciones consecutivas usando la siguiente formula.
N = 2C
T Vx11xd

Siendo el numerador la suma de las colonias contadas en las dos placas escogidas de las
dos diluciones consecutivas; V es el volumen de indculo utilizado en cada placa, en
mililitros; y d es la dilucién correspondiente a la primera dilucion escogida.

Si la placa contiene menos de 10 colonias, pero como minimo cuatro, el resultado se
calcula siguiendo la siguiente formula:
C

NE =
Vxd

Y se expresa como numero estimado NE de microorganismos por mililitro Siendo c el
numero de colonias contadas en la placa escogida, V es el volumen de indculo utilizado
en la placa, en mililitros; y d es la dilucién correspondiente a la primera dilucion
escogida.

Si el resultado total oscila entre 1 y 3, la precision del andlisis es demasiado baja y el
resultado debe expresarse como: ‘“Hay microorganismos presentes, pero a un nivel
inferior a 4/Vd por ml”

Si la placa que contiene la muestra para analisis o la primera diluciéon inoculada no
contiene colonias, el resultado se expresa de la siguiente manera: “menos de 1/Vd
microorganismos por mililitro”.
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3.4 ATOMIZACION

El equipo utilizado fue el atomizador Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Flawil, Suiza) como
muestra la Figura 13. Este aparato consta de una tobera de pulverizacion, de una torre de secado
y un sistema de separacion de producto. Ademas, permite aplicar una temperatura de entrada de
150 a 220°C, un caudal de producto del 10 al 100% y un caudal de aire de 80 a 800 l/h.

Figura 13. Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Flawil, Suiza).

3.5 LIOFILIZACION

En el caso de la liofilizacion fue el Lyobeta 25 (Telstar, Espafa) como muestra la Figura 14. Las
muestras son colocadas en placas Petri de tamafio 15cm de didmetro x 2cm de alto y sobre
placas de acero inoxidable.

Figura 14. Liofilizador Lyobeta 25 (Telstar, Espaiia)
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3.6 METODOS DE RECONSTITUCION

Para determinar el efecto de la atomizacion y de la liofilizaciéon sobre el producto, se mide el
color, la actividad de agua, el indice de dispersion, el indice de solubilidad, el tamafio de
particula y la estabilidad fisica.

3.6.1 Color

El color se realiza con el producto seco con la misma metodologia que en el producto
reconstituido (punto 3.2.2).

3.6.2 Actividad de agua

La actividad de agua (Aw), que se refiere a la cantidad de agua libre que estid presente para
reacciones que se llevan a cabo en un alimento. El equipo utilizado fue LabMASTER-aw
(Novasina, Liechtenstein).

Figura 15. Medidor de actividad de agua (Aw).
3.6.3 Indice de dispersion

El indice de dispersion utilizado estd basado en el de (Schuck et al., 2013). El producto
atomizado o liofilizado fue reconstituido en agua destilada al 5% (p/p) a temperatura ambiente
utilizando una cuchara de uso doméstico para su agitacion durante 15s en un sentido y otros 15s
en el sentido opuesto. La muestra se filtro a través un tamiz (Retsch GmbH ®, Alemania) de
200 micras.

Figura 16. Tamiz de 200 micras (Restch GmbH®, Alemania).
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El volumen filtrado junto con la muestra inicial fue secado en estufa a 105°C durante 16 horas
en placas de aluminio de 140 mL. Tras el transcurso de este tiempo, el extracto seco fue
determinado utilizando una balanza de precision (PAS214C, Fisher Scientific SAS, Boulevard
Sébastian Brant, 67400 Illkirch- Graffenstaden, France). La determinacion del extracto seco del
volumen filtrado fue realizado por triplicado y fue comparado con el extracto seco de la muestra
inicial. Este indice fue realizado por triplicado en cada muestra.

El indice de dispersion (DI) se calcul6 segun la siguiente formula:

Sdlidos totales del volumen filtrado

X 100

Indi ispersion (%)=
dice de d Spersio (A)) sélidos totales de la soluciéon

3.6.4 1Indice de solubilidad

El indice de solubilidad (Eshpari et al., 2014) consiste en solubilizar el producto en agua al 5%
(p/p) a temperatura ambiente durante 3 horas usando un agitador MultiStirrer 15 (VELP®
Scientifica, Italia) a 868,89 vueltas/min. Una vez solubilizada, la muestra es centrifugada a 460
g durante 10 minutos en una centrifuga (Hermle Z 320, Alemania) a temperatura ambiente. A
continuacién, se realiza el extracto seco del sobrenadante y de la muestra inicial a 105°C
durante 16 horas en una estufa. Este indice fue realizado por triplicado en cada muestra.

El indice de solubilidad es calculado con la siguiente formula:

fndice de solubilidad (%): Sélidos totales del sobrenadante X 100

sélidos totales de la solucién

3.6.5 Tamaiio de particula

La medida del tamafio de particula (nm) fue realizada para los ensayos llevados a cabo con la
reconstitucion de caseina micelar al 5% durante 3 horas por el laboratorio de Area de Materiales
del Centro Multidisciplinar de Tecnologias para la Industria (CEMITEC, Nodin, Navarra).

Este parametro fisico es medido gracias al Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments GmbH,
UK) basandose en la técnica DLS (Dynamic Light Scattering). Las diluciones empleadas para la
preparacion de muestra fueron de 0,2 mL muestra en 20 mL agua desionizada. Cada muestra fue
analizada por triplicado. Es importante destacar que el tamafio de particula se hace sobre la
parte mas soluble, es decir, es una medida realizada cuando todo es soluble y no hay particulas
en suspension. Los datos incluidos son la media del tamafio de particula y la polidispersion de
las particulas (variabilidad entre particulas).

3.6.6 Estabilidad fisica

La estabilidad fisica del producto se realiza utilizando el Turbiscan LAB™ y con el protocolo
citado en el punto 3.2.3. En este caso el producto estd reconstituido al 5% (p/p) en agua
desionizada durante 3 horas.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados estadisticamente con el software de Statgraphic Centurion
X64. Se realizd un anélisis de varianza (ANOVA) para detectar diferencias con un nivel de
confianza del 95% (p < 0,05). En el caso de observar diferencias, se clasificaron grupos con las
pruebas de comparaciéon post hoc (prueba de rango multiple de Scheffe) con un nivel de
confianza del 95% (p < 0,05).
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3.8 PLAN EXPERIMENTAL

Las condiciones de atomizacidn y liofilizacidon se indican en la Tabla 5 y 6, respectivamente.
Los parametros fueron elegidos en funcién de la revision bibliografica (apartado 1.4
Atomizacion y liofilizacion).

Tabla 5. Condiciones atomizacion.

ATOMIZACION
Temperatura del aire de entrada (°C) 160°C
Flujo del aire (L/h) 600 L/h (parametro fijo)
Temperatura de salida del producto Variable en funcion de la
temperatura de entrada
Caudal de materia prima 20%

En cuanto a las condiciones de liofilizacién, como se menciona en la introduccion el apartado
1.4 Atomizacion y liofilizacidn, existen dos secados en esta ultima técnica, secado primario, en
el que se elimina la mayor parte del agua del producto, entre un 75-90% y secado secundario
donde la velocidad de sublimacion continua decreciendo de forma que se aproxima a cero. En
este proyecto se ha querido ver el efecto del secado primario por lo que se hicieron dos
liofilizaciones.

Tabla 6. Condiciones liofilizacion.

LIOFILIZACION 1 LIOFILIZACION 2
Temperatura (°C) 25 25
Presion (mBar) 0,017 0,017
Tiempo (horas) 23 8

Tras los tratamientos, las muestras se almacenaron en bolsas de plastico transparentes (4 cm de
ancho x 6 cm de largo) con cierre zip. Estas bolsas se termosellaron con la termoreselladora
(Sammic, Espafia) y se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta el dia de la realizacion de los
métodos de reconstitucidén (color, ay, indice de dispersion, indice de solubilidad, tamafio de
particula y estabilidad fisica).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Una primera parte del Trabajo Fin de Grado ha consistido en realizar una caracterizaciéon mas
completa a nivel fisico-quimico y microbioldgico del producto inicial. A continuacién, se
mostrara la segunda parte, que consiste en los resultados del producto atomizado y liofilizados y
la comparacion con el producto inicial (muestra control).

4.1 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO INICIAL

En este punto se ha realizado la caracterizacion fisico-quimica y microbiologica de la
reconstitucion de caseina micelar al 8% a tiempo cero y tras 7 dias a 4°C y a 10° C para observar
los cambios durante su almacenamiento.

En la Tabla 7 se indican los resultados de pH y coordenadas CIELAB.

Tabla 7. Analisis fisico-quimico de la reconstitucion de caseina micelar al 8% (letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95%).
T(ﬁ'(‘j‘;" T(i;’i‘:g’ pH L* a* b* AE

- 0 7,06a 81,38 £0,07a | -2,99 +£0,0la | -0,24 + 0,04a
4 7 7,05+ 0,02a | 82,26 £0,02a | -2,74+0,0la | 0,12+0,01a 0,98
10 7 7,01 £0,05a | 80,95+0,02a | -3,01 £0,0la | -0,49 + 0,032 0,50

Los resultados indican que el pH de la caseina reconstituida es de 7,06, similar al de la leche
(6,6). Tras 7 dias de almacenamiento a 4°C y 10°C, el pH no presenta diferencias significativas
(p-valor > 0,05). Este pH es cercano al pH 6ptimo (6,7) de estabilizacion de las caseinas
(Zimmermann-Stein & Ruiz- Espinoza, 2010).

En cuanto al color, la caseina micelar presenta una luminosidad elevada y valores a* y b*
cercanos a cero. En la leche, el color blanco es el resultado de su estructura fisica. Las micelas
de caseina y los globulos grasos dispersan la luz incidente y como consecuencia exhibe un valor
elevado del pardmetro L*. Los pardmetros a* y b* en cambio estdn influenciados por los
pigmentos naturales presentes en la leche (Langman et al., 2010).

Los valores de color cambian con el almacenamiento pero las diferencias no son significativas
estadisticamente (p-valor >0,05). El célculo AE, que permite determinar la diferencia de color
entre dos muestras, indica que las diferencias con el control (t0) son inferiores a 1. Esta
diferencia es inferior a 3, valor a partir del cual se considera que la diferencia de color es
perceptible por el ojo humano (Cote, 2004).
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En cuanto al desarrollo microbiolégico, principalmente de bacterias mesoéfilas, psicrotrofas y
acido-lacticas, los resultados son indicados en la Figura 17.

10

9 + - nt0

8 Bt7a4°C
= 7 Bt7a10°C
E ¢ I
S~
g s — -
5 105UFC/mL
S 4 —
S

3 | I

2 |

1 |

0 r r

MESOFILOS PSICROTROFOS

Figura 17. Desarrollo microbiano en la reconstitucion micelar al 8% (* menso de 1 Log UFC/ml).

Los resultados de bacterias acido-lacticas no se han incluido ya que el desarrollo era inferior a
10 UFC/mL. En cuanto al recuento de bacterias mesofilas, podemos observar que a tiempo 0 el
numero de UFC/mL estan por debajo de limite legal para leche pasteurizada (10° UFC/mL)
segun el Reglamento (CE) N° 1020/2008, pero cuando pasan 7 dias conservadas tanto a 4°C
como 10°C el namero de UFC/mL se eleva a 10’ UFC/mL siendo mas elevado en el caso de
10°C.

En cuanto a las bacterias psicrotrofas, la legislacion no determina un limite pero se observa un
desarrollo importante igualmente durante el almacenamiento.

Estos resultados indican que la caseina micelar al 8% tiene una vida 1til inferior a 7 dias en
condiciones de refrigeracion debido a un desarrollo microbioldgico importante y siendo un
riesgo sanitario para el ser humano. Sin embargo, el pH y el color se mantienen estables.

Por lo tanto, este Trabajo Fin de Grado propone la utilizacién de tratamientos de conservacion
como la atomizacidn y la liofilizacion ya que el producto liquido presenta una vida util corta.
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42 EFECTO DE LA ATOMIZACION Y LA LIOFILIZACION SOBRE UNA
CASEINA MICELAR CONOCIDA (Prodiet 87B)

La caseina micelar atomizada y liofilizada segliin las condiciones indicadas en el plan
experimental, fueron analizadas en cuanto a los siguientes parametros: aspecto, color, actividad
del agua, indice de dispersion y de solubilidad, tamafio de particula y estabilidad fisica
analizada con el Turbiscan™.

4.2.1 Aspecto

Como se puede observar en la Figura 18, el concentrado proteico atomizado es el mas
blanquecino de los cuatro, teniendo los otros 3 un color mas amarillento. En cuanto a la textura
de los polvos, el producto inicial y el polvo atomizado presentaban una textura similar, siendo el
polvo atomizado mas compacto y el polvo control mas suelto. Por otro lado, el polvo de ambas
liofilizaciones son similares entre ellas pero presentan un aspecto mas higroscopico que el
producto inicial y el atomizado.

Figura 18. Concentrado proteico control, atomizado, liofilizado 1 y liofilizado 2 (de izq a drch).
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4.2.2 Color

Las figuras 19, 20 y 21 indican las tres coordenadas CIELAB para la caseina micelar antes y
después de atomizacién y liofilizacion con las dos condiciones (Liofilizacion 1, secado primario
de 23 horas; Liofilizaciéon 2, secado primario de 8 horas).
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Figura 19. Coordenada L* de la caseina micelar inicial y después de la atomizacion, liofilizacion
ensayo 1 y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de

confianza del 95%).
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Figura 20. Coordenada a* de la caseina micelar inicial y después de la atomizacion, liofilizacion
ensayo 1y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de

confianza del 95%).
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Figura 21. Coordenada b* de la caseina micelar inicial y después de la atomizacion, liofilizacion
ensayo 1 y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de
confianza del 95%).

Los resultados indican que el producto atomizado presenta el mayor valor L*, es decir, la mayor
luminosidad y los menores valores a* y b*, es decir, menos amarillo-verdosa, por ellos es la
muestra mas blanca de las cuatro, como se podia apreciar en la Figura 18. Los productos
liofilizados presentan una luminosidad inferior al control (10 unidades menos) y ademaés
presentan una menor contribucion de las componentes a* y b*.

El andlisis estadistico determina que hay diferencias significativas (p-valor < 0,05) entre los
cuatro productos. Los valores obtenidos de AE, que indica las diferencias de color para las tres
coordenadas con las del control, son: atomizacion vs control AE=5,59; liofilizacion 1 vs control
AE=10,95 y liofilizacion 2 vs control AE=9,53. Por lo tanto las diferencias de los ensayos con el

control son visibles para el ojo humano ya que el valor AE es superior a 3 en los tres casos.
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4.2.3 Actividad de agua

En la Figura 22 podemos ver la actividad de agua de los productos obtenidos en los tres ensayos
respecto al producto inicial (Atomizacion; Liofilizacion 1, secado primario de 23 horas;
Liofilizacion 2, secado primario de 8 horas). El valor de a,, en los alimentos puede variar de 0,0
a 1,0, siendo el valor de la leche en polvo <0,60 (Carrillo & Reyes, 2013). La actividad de agua
es uno de los factores intrinsecos que posibilitan o dificultan el crecimiento microbiano en los
alimentos.
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Figura 22. Actividad del agua la caseina micelar inicial y después de la atomizacion, liofilizacion
ensayo 1y 2.

Las actividades del agua son inferiores a 0,5. Estas cantidades de actividad de agua se pueden
deber a que el concentrado proteico (CP) del que partimos tiene una cantidad de lactosa muy
baja (2%). Se sabe que la lactosa por su mayor solubilidad, hace que la actividad de agua
aumente. Otro componente que también influye es la cantidad de materia grasas, en el caso del
CP del que partimos también tiene muy poca cantidad de grasas (1,5%). La materia grasa
manifiesta un crecimiento rapido en la actividad de agua por lo que puede ser otra razon para
entender la baja actividad de agua de los productos estudiados (Stapelfeldt et al., 1997).

Los procesos de secado estudiados no han conseguido alcanzar el mismo nivel de actividad de
agua que tenia el producto de partida, aunque la actividad de agua después de los ensayos esta
por debajo de 0,6 que se considera un limite seguro en el cual los microorganismo no se
multiplican (Carrillo & Reyes, 2013).
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Cuando atomizamos obtenemos una actividad de agua menor que cuando liofilizamos, varios
estudios han demostrado que puede deberse a que en el proceso de atomizacion se alcanzan
unas temperaturas mayores que hacen que se elimine mayor cantidad de agua de la caseina,
dejando menos humedad, es decir, una actividad de agua menor (Darniadi, Ho, & Murray,
2017). En cuanto a los productos liofilizados, en la liofilizaciéon 2 al tratarse de un secado
primario mas corto (8 horas) que en el caso de la liofilizacion 1 (23 horas) la actividad de agua
es mayor, debido a que en ese secado es donde se elimina el 75-90% del agua del producto.

4.2.4 Tamaiio de particula

La medida del tamafio de particula (nm) fue realizada para los ensayos llevados a cabo con la
reconstitucion de caseina micelar al 5% durante 3 horas por el laboratorio de Area de Materiales
del Centro Multidisciplinar de Tecnologias para la Industria (CEMITEC, Nodin, Navarra).

Es importante destacar que el tamafo de particula se hace sobre la parte mas soluble. Ademas,
el tamafio de particula depende en gran medida de la composicion de la caseina micelar y de los
procedimientos de pretratamiento utilizados antes del secado (Balde & Aider, 2017).

Los resultados indican que existen diferencias significativas entre los tratamientos como
muestra el andlisis estadistico (p-valor < 0,05).
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Figura 23. Tamaiio de particula de la caseina micelar inicial y después de la atomizacion, liofilizacion
ensayo 1 y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de
confianza del 95%).

El producto inicial presenta un tamano de particula entre 180 y 185 nm. Los productos
liofilizados, pese a las diferencias de tiempo de secado primario, presentan resultados similares
por lo que este proceso no modifica en gran medida el tamafio de particula inicial de las
caseinas. Por otro lado, el producto atomizado presenta el mayor valor de tamafio de particula,
probablemente porque se habran formado agregados entre las particulas..

31



Las particulas mayores de > 250 pum serian demasiado grandes para permanecer dispersas y
sedimentarian rdpidamente, es decir, dejarian de ser solubles en el tiempo. En cambio particulas
de tamafio mas pequefio (que contienen agregados de micelas de caseina) podrian dispersarse
mejor y obtener una mejor solubilidad (Lu et al., 2015). Para todos los tratamientos estudiados,
tras la reconstitucion las muestras se mantendran estables a lo largo del tiempo ya que
presentan valores de tamafio de particula menores a 250 pm (atomizacion = 193,30nm;
liofilizacion 1 = 180,27; liofilizacién 2 = 186,40).

En cuanto a la polidispersion (variabilidad de las particulas) el p-valor es mayor que 0,05, por lo
que ninguno de los factores tiene un efecto estadisticamente significativo con un 95%de nivel
de confianza. Esto significa que la variabilidad del tamafio de particulas en cada uno de los
tratamientos es muy similar.

4.2.5 Indice de dispersion

Las propiedades de un producto en polvo van afectar al grado de instantaneidad, es decir, a su
capacidad de reconstituirse casi de inmediato en un medio liquido. Para que un polvo exhiba
buenas caracteristicas de reconstitucion, es necesario un equilibrio apropiado de las diferentes
fases de hidratacion, explicadas en el apartado 1.5 Rehidratacion de los polvos lacteos.

En los estudios de leche en polvo se utiliza el término dispersabilidad para referirse a la
capacidad de las particulas de reducirse lo suficiente en tamafio para pasar a través de un tamiz
de malla de 200-250 um (Westergaard, 2004).

En la Figura 24 se muestran los resultados de dispersion obtenidos en las cuatro muestras.
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Figura 24. indice de dispersiéon de la caseina micelar inicial y después de la atomizacidn, liofilizacion
ensayo 1 y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de
confianza del 95%).
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Los resultados indican que la muestra control presenta el menor indice de dispersion de las
cuatro y esta diferencia es significativa a nivel estadistico (nivel de significacion del 95%). Por
lo que se puede afirmar que los tratamientos de secado, atomizacion y liofilizacion aplicados, en
este caso aumentan considerablemente la dispersabilidad del concentrado proteico lacteo, ya
que pasamos de un valor entorno al 50% a valores de superiores al 88%. Esto puede ser debido
a que la dispersion de las micelas de caseina en la leche es bastante estable y resistente a
operaciones de concentracion, congelacion, secado y reconstitucion.

Los tratamientos aplicados también presentan diferencias estadisticamente significativas entre
ellas (p-valor <0,05). La atomizacién es el tratamiento que mayor dispersabilidad muestra con
casi un 100%, esto puede deberse al menor contenido de humedad del producto atomizado
respecto con las muestras liofilizadas, datos que se muestran en la Figura 22. También puede
deberse al tamafio de particula, ya que un tamafio de particula mayor, incrementa la
dispersabilidad. (Balde & Aider, 2017). Por otro lado, las liofilizaciones 1 y 2 también obtienen
altos valores de dispersabilidad 88% y 92%, respectivamente.

4.2.6 Indice de solubilidad

En cuanto a la solubilidad, que se define como la velocidad y grado en que los componentes de
las particulas de polvo se disuelven en el agua, los resultados se muestran en la Figura 25.
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Figura 25. Indice de solubilidad de la caseina micelar inicial y después de la atomizacion,
liofilizacion ensayo 1y 2 (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95%).

Todos los tratamientos realizados mejoran la solubilidad del producto original de manera
importante, debido a que pasamos de una solubilidad del 20% en el control a una solubilidad
por encima del 80% en los tres casos. Esto mismo ocurria con el indice de dispersion por lo que
los productos presentan una buena instantaneidad después de los tratamientos de atomizacion y
liofilizacion realizados . Estas diferencias son estadisticamente significativas (p-valor < 0,05).
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En este caso el producto atomizado, muestra una solubilidad menor que los productos
liofilizados. La presencia de materia insoluble no se debe a la desnaturalizacion térmica o
modificacion bioquimica, sino de una disminucion en la velocidad de transferencia del agua de
reconstitucion reconstituida. Esta disminucion en la velocidad puede deberse al mayor tamaiio
de particula que presenta el producto atomizado. En cuanto a los productos liofilizados el que
mayor indice de dispersion tienes es la liofilizacién con un secado primario de 23 horas.

Observando el indice de dispersion y el de solubilidad simultdneamente, se puede ver que la
aplicacion del secado por atomizacion y el secado por liofilizacion en ambas condiciones,
mejoran de manera importante la reconstituciéon de un concentrado proteico lacteo, obteniendo
valores por encima del 80% en todos los casos. En cuanto a los tratamientos, existe una
compensacion entre los tres tratamiento. Lo que se observa con estos resultado, es que tanto con
la atomizacion como con las dos liofilizaciones, se cumple lo comentado al principio de este
capitulo, es decir, para que un polvo exhiba buenas caracteristicas de reconstitucion, es
necesario un equilibrio apropiado de las diferentes fases de hidratacion, y en los tres
tratamientos se da ese equilibrio y esa compensacion entre dispersion y solubilidad.

En general, los factores que aumentan la humectabilidad y la dispersabilidad son Ia
hidrofilicidad, el 4rea de superficie especifica, la porosidad, el tamafio de particula mas grande y
los 4ngulos de contacto particulas / agua mas pequenos (Balde & Aider, 2017). Es por ello que
los productos que mayor tamafio de particula muestran, es decir, el atomizado y el de la
liofilizacion 2 son los productos que mayor indice de dispersion muestran.

4.2.7 Estabilidad fisica

Podemos definir la estabilidad fisica como la conservacion de las propiedades fisicas del
producto incluyendo la apariencia, uniformidad, disolucién y propiedades organolépticas
durante un tiempo determinado. Dicha estabilidad fisica se determind con Turbiscan LAB™
FORMULACTION SMART (Formulaction, Francia), equipo empleado para el andlisis de
caracterizacion de dispersiones concentradas. El andlisis se hizo cada cinco minutos durante dos
horas.

El aparato realiza medidas en toda la largura del recipiente cada cierto tiempo (5 min). Con este
tipo de anélisis, se pueden observar fendmenos de sedimentacion, cremado, floculacion,
agregacion y/o coalescencia. Los resultados se representan en las Figuras 26 y 27 . A la hora de
interpretar los graficos es necesario enfocarse en la sefial correcta, transmision (AT) o
retrosdispersion (ABS). En este caso la sefal sera la retrodispersion ya la caseina concentrada es
una muestra opaca. En siguiente tabla se muestras las posibles desestabilizaciones.

Tabla 8. Tipos de desestabilizacion fisica.

Baja Media Alta Fenomeno
ABS ﬂ - ABS U Sedimentacion
ABS U - ABS 'ﬂ Cremacion

3 ABS ﬂ‘ 0 U = Floculacion

En la Figura 26 se puede ver una ligera desestabilizacion fisica, ya que en la parte baja la
retrodispersion aumentan y en la parte alta la retrodispersion disminuye, por lo que el fendmeno
de desestabilizacion de la muestra control se debe a una ligera sedimentacion de las particulas.

En cuanto a la caseina micelar liofilizada con un secado primario de 8 horas (Figura 27),
muestra un grafico de retrodispersién mas estable que la muestra inicial.
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Figura 26. Incremento de la transmision (AT) y de retrodispersion (ABS) del producto inicial.
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Figura 27. Grafico de la estabilidad fisica del producto de liofilizacion 2.

El programa de Turbiscan'” permite calcular el valor TSI que es la modificacion de la
retrodispersion en funcidén del tiempo. El programa permite también ver la modificacién en
zonas diferentes de la muestra: parte baja (0-13mm), parte media (13-26mm) y parte alta (23-
40mm).
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Como se puede ver la Figura 28 se divide en tres graficos que hacen referencia a la parte baja,
media y alta del recipiente. En primer lugar vemos que ocurre lo mismo en las tres partes ya que
en los tres graficos se aprecia la disminuciéon del TSI (indice de estabilidad Turbiscan). La
muestra con mayor TSI es la muestra control y por lo tanto es la muestra mas inestable, debido
a que cuanto mayor es el valor del TSI mayor es la inestabilidad. La aplicacion de las técnicas
de secado, es decir, la atomizacion, la liofilizacion (23h) y la liofilizaciéon (8h), reduce en gran
medida el TSI y por lo tanto mejora la estabilidad fisica del concentrado proteico.

Entre los tres tratamientos, el producto atomizado presenta una mayor inestabilidad fisica en
comparacion con los productos liofilizados, eso puede deberse a la agregacion de la que
hablabamos en el tamafio de particula.
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Figura 28. Estabilidad fisica de la caseina micelar inicial y después de la atomizacién, liofilizacién 1
y liofilizacién 2.
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5. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en este presente Trabajo Fin de Grado se obtienen las siguientes

conclusiones:

1. Las técnicas de secado estudiadas dan lugar a un producto de color similar al de la
leche.

2. Los productos obtenidos por liofilizacion presentan un aspecto algodonoso y granulado
que difiere con el aspecto normalmente buscado en productos en polvo, mientras que el
producto atomizado presenta un aspecto de polvo compacto.

3. Tanto el producto atomizado como los productos liofilizados presentan una a,, inferior a
0,6 por lo que no hay riesgo sanitario.

4. El tamafo de particula, no es modificada tras la liofilizaciéon y en el caso de la
atomizacidn, hay un fenémeno de agregacion..

5. Con la atomizacion y la liofilizacion, el indice de dispersion y de solubilidad mejoran
de manera pronunciada la reconstitucion de un concentrado proteico lacteo, obteniendo
valores por encima del 80% en todos los casos.

6. La estabilidad fisica es mejorada en el caso de los tres tratamientos ya que en los tres
casos se reduce el TSI.

7. No existen grandes diferencias entre la atomizacion, la liofilizacion de 23 horas de

secado y la liofilizacién de 8 horas de secado, en lo que a analisis de reconstitucion de
un concentrado proteico lacteo se refiere.

6. PERSPECTIVAS

Atendiendo a los resultados de este trabajo, podemos plantear los siguientes pasos a seguir:

El secado por atomizacién es industrialmente el método preferido para producir polvos
de proteinas alimentarias. Esto se debe a que el secado por atomizacién requiere un
menor costo de capital (<8 veces) y un costo operativo (<5 veces) en comparacion con
el secado por liofilizacion, ya que la liofilizacién presenta alto coste de la instalacion y
los equipos, gasto energético, operacion de larga duracion. Por lo que se deberia
estudiar en detalle la atomizacidn, en cuanto a la influencia de la temperatura de entrada
del producto y su influencia en el rendimiento y en las caracteristicas finales.

La liofilizacién parece impactar menos en las caracteristicas fisico-quimicas del
producto pero debido al alto coste seria interesante si el fin es la conservacion fuera un
principio activo.

Otro punto a estudiar seria el efecto de la temperatura y de la humedad durante la
conservacion del polvo obtenido.
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ANEXO 1. Ficha técnica Prodiet 87B

De scription

PRODIET87 B

prulc mon L]l"_\ malter.
PRODIET87 Bisriched in micellar caseins: 92%ascompared to 80%in onginal milk.

Applications

PRODIET87 Balso offersgood heat stability.

Be ne fits

a postive effect on satiety.

PRODIET87 Bisthuspariculary adapted to the market of sports, dietetic and clinical nutrition.

Re f. MPIS7BDS09

PRODIET87 Bisa milk protein isolate (MPl) in spray-dried powderthat containsmore than 87%

PRODIET87 Bisperiectly adapted to functional foods (bars beverages..).

PRODIET87 Bisrich in high nutritional quality proteinsand riched in micellarcaseinswhich have

TECHNICAL
DATA SHEET

Technicalspecifications

Packaging and storage

18 monthswhen stored in a cooland

Quality assurance

Allergens: Milk and productsthereof

Contaminants: Comply with EC

Customscode (EC): 35.04.00.10.00

Suggested labelling: Milk protein isolate

Mar. 18, 2016

In the absence of an agreed

specification, thistechnical data sheet

would be held valid fordelivery.

Typical Guaranteed Method of Packaging:
Physical-&‘enso rial Value Value Analysis 20kg bag
Form Free flowing powder Intemal method Best before date:
Color Creamy white Intemal method dry place.
Taste and odor Milky Intemal method
Sorched particles A B ADMI
Additives Free
Bulk densty I1SO 8967
. BSE: Free
Chemical
Total moisture 5.0 % $6.0% IDF 26 regulation
GMO: Free
Total protein 83.0 % ISO 8968
: Re gulation
Protein on dry matter 87.5% 287.0% ISO 8968
Total fat 1.5% $25% ISO 1736
Totalcarbohydrate 2.0% by difference .
(MPI)
(of which) Sugars 2.0% by difference
Lactose 2% by difference
Totalash 85% $90% V04-208
Microbiological
Total Plate Count S5000CRJ/ g <10000CHRJ/ g ISO 4833
Yeads- Moulds <10CRJ/g <30CHRJ/ g IO 6611
Enterobacteriaceae Negative / g Negative / g ISO 8523
Coliform organisms Negative / g Negative / g IS0 4831
E coli Negative / g Negative / g ISO 7251
Saimonella Negative / 50 g Negative / 50 g ISO 6579
Saphylococcuscoag. + Negative / g Negative / g ISO 6888

Nutritional

Energy per 100g

354 kcal - 1501 kJ
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